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 RESUMO           
RESUMO 
Em alguns organismos animais e vegetais o posicionamento da heterocromatina constitutiva  
vem sendo descrito como adjacente ou muito próximo à periferia nuclear, havendo a hipótese 
de que alta densidade gênica ou presença de genes ativos se concentrariam mais no interior 
nuclear, enquanto DNA com pouca densidade gênica se posicionaria próximo à periferia 
nuclear. Insetos como Triatoma infestans e Panstrongylus megistus são conhecidos por 
apresentarem em seus núcleos cromocentros conspícuos, mas a topologia apresentada por 
esses corpos de heterocromatina constitutiva no interior dos núcleos não se acha ainda 
estabelecida. No presente trabalho investigou-se se a distribuição espacial dos cromocentros 
presentes nas células epiteliais de túbulos de Malpighi desses insetos seria preferencial com 
respeito à periferia nuclear e como se comportaria ao longo do desenvolvimento. Buscou-se 
também determinar se um sítio de DNA cuja expressão é vital para a sobrevivência celular, 
como é o rDNA 18S possivelmente localizado nos cromocentros, ocuparia posição 
preferencial voltada ao centro nuclear. Dados morfométricos relativos ao posicionamento dos 
cromocentros foram obtidos por microscopia confocal em preparados submetidos à reação de 
Feulgen fluorescente. A distribuição dos sítios de rDNA 18S foi estudada por microscopia 
confocal em preparados submetidos ao ensaio FISH, usando-se sondas espécie-específicas. Os 
resultados demonstraram que em ambas as espécies os cromocentros se posicionam com 
relativa proximidade à periferia nuclear, embora não adjacentes a esta. Tal topologia tem um 
caráter dinâmico, dado a variabilidade na distância entre cromocentros e periferia nuclear, 
sugerindo movimentação desse território cromatínico. Esta distância aumenta com o 
desenvolvimento ninfal, provavelmente devido à poliploidização crescente ocorrida nesses 
núcleos, com consequente aumento no volume de eucromatina. Embora os cromocentros aqui 
estudados ocupem posição não casual no interior dos núcleos e sua distribuição tenha um 
caráter dinâmico, não parece haver relação entre a distribuição de sítios de rDNA 18S 
detectada nos cromocentros, e a posição ocupada por esses corpos em relação à periferia 
nuclear. Uma vez que sítios de rDNA 18S foram também revelados voltados à periferia 
nuclear, a proximidade dos cromocentros a esta região não corresponde obrigatoriamente a 
silenciamento gênico nestes organismos.  
 
 ABSTRACT           
ABSTRACT 
Some animal and plant organisms are characterized by containing constitutive 
heterochromatin adjacent or very close to the nuclear periphery. High gene density or 
presence of active genes has been hypothesized to be preferentially concentrated in the 
innermost region of the cell nuclei, whereas the chromatin regions that contain low gene 
density have been considered to be positioned close to the nuclear periphery. In nuclei from 
insects like Triatoma infestans and Panstrongylus megistus, vectors of Chagas disease, 
conspicuous chromocenters have been described. However, no information exists on whether 
these constitutive heterochromatin bodies acquire a precise topology in the cell nuclei. In the 
present work, the spatial distribution of chromocenters in the epithelial cell nuclei from 
Malpighian tubules of T. infestans and P. megistus was studied following the insect 
development. In addition, it was also investigated whether a DNA site relevant for cell 
survival, as is the case of the rDNA 18S, possibly present in the chromocenters, was 
positioned preferentially towards the nuclear center. The morphometric data necessary for 
establishing the chromocenter position in the cell nuclei were obtained using confocal 
microscopy of fluorescent Feulgen-stained preparations. The distribution of the rDNA 18S 
sites was determined using confocal microscopy of preparations subjected to a FISH assay in 
which species-specific probes were employed.  The chromocenters in both species were found 
to be positioned with relative proximity to the nuclear periphery, although not adjacent to it. 
Because the distance between the chromocenters and the nuclear periphery varies, it is 
suggested that such a spatial distribution follows a dynamic organization that permits 
chromocenter motions inside the cell nuclei. This distance enlarges with the nymphal 
development probably due to the increasing polyploidization that affects the insect nuclei and 
that consequently leads them to increased values of euchromatin volumes. Although the here-
studied chromocenters acquire a non-casual position inside the cell nuclei and their 
distribution suggests that they are passive of dynamic motions, no relationship was detected 
between their topology and the distribution of their rDNA 18S sites. Because rDNA 18S sites 
could also be revealed in chromocenter regions facing the nuclear periphery, the proximity of 
the chromocenters to this nuclear region is not assumed to be associated with gene silencing 
or low gene density. 
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a. Cromatina: Generalidades 
Nas células interfásicas eucarióticas o patrimônio genético nuclear se acha contido na 
cromatina. A cromatina é uma estrutura complexa, composta por DNA, histonas (H1, H2A, 
H2B, H3 e H4), proteínas não-histônicas e RNA. Apresenta níveis hierárquicos de 
condensação dos quais o mais básico é o nucleofilamento, com 10 nm de espessura, composto 
por unidades estruturais repetitivas denominadas nucleossomos. Essas unidades contêm um 
nucleóide, composto por 147 pares de base (pb) de DNA, descrevendo 1 e ¾ voltas de uma 
hélice ao redor de um octâmero de histonas (2 moléculas de H2A, de H2B, de H3 e de H4), e 
um DNA espaçador, unindo os nucleóides, cujo número de sequências de pb, a partir de 53 
pode variar. No DNA espaçador se associa a histona H1, que também pode interagir com as 
histonas H2A e H2B do nucleóide e que participa da compactação do filamento cromatínico. 
Há relato de que entre unidades estruturais da cromatina possam ocorrer regiões curtas, 
descontinuas, com 100 a 400 pb de DNA de comprimento (Alberts et al. 2015). 
Ao nucleofilamento seguem-se níveis de organização hierárquica superiores, como o 
solenoide, de estrutura helicoidal e contendo uma sequência de 5 a 6 nucleossomos por volta e 
30 nm de espessura, alças (com 300 nm de espessura), dobraduras (com 700 nm de 
espessura), domínios e territórios. A essa organização se associam ainda inúmeras proteínas 
não-histônicas, de caráter enzimático e estrutural. Além disso moléculas de RNA constituem 
parte integral da cromatina, possuindo um papel na estrutura geral cromatínica e do 
nucleofilamento e tendo importante papel no silenciamento gênico nestas regiões devido à 
maquinaria do RNAi (Rodríguez-Campos & Azorín 2007). Toda essa supraestrutura permite, 
por exemplo, que em células de seres humanos uma extensão de 146 cm de DNA possa estar 
contida num núcleo com poucos µm de diâmetro. 
b. Epigenética 
Há também que se levar em conta as possíveis modificações epigenéticas que 
apresentam grande atuação na constituição estrutural da cromatina, como por exemplo as 
modificações covalentes nas histonas, principalmente H3 e H4, e proteínas não-histônicas 
(Nakayama 2001, Richards & Elgin 2002). Esse padrão de modificações atua como um 
código de informações (código de histonas), ordenando assim as interações nucleossomais e a 
associação de proteínas cromossomicas não histônicas, que coletivamente influenciam o 
13 INTRODUÇÃO         
  
empacotamento e a regulação gênica nuclear (Richards & Elgin 2002, Saksouk 2015).  Estas 
modificações incluem acetilações, metilações, fosforilações, ubiquitinação e a ribosilação de 
ADP nas histonas (Richars & Elgin, 2002). Devido ao grande número de sítios pós-
transcricionais, amplas possibilidades de nucleossomos modificados podem ser possíveis, 
porém as variações das caudas N-terminais das histonas H3 e H4 demonstram grande 
participação no desenvolvimento da heterocromatina (Richards & Elgin 2002). 
c. Heterocromatina e Eucromatina 
Os termos heterocromatina e eucromatina foram introduzidos por Heitz entre 1928 e 
1935, tendo por base características morfológicas e de colorabilidade apresentadas pelas 
mesmas em células animais e vegetais (Mello 1978). Foi chamada de heterocromatina a 
cromatina de partes específicas de cromossomos, tais como regiões do centrômero e do 
telômero, ou mesmo de cromossomos inteiros (Ex: cromossomos Y de Drosophila; um dos 
cromossomos X de fêmeas XX de mamíferos placentários), que permaneceria condensada 
durante toda a interfase, mantendo a colorabilidade intensa (heteropicnose) típica de 
cromossomos metafásicos. A cromatina que nessa mesma situação se mantinha mais difusa, 
não compactada e menos corada, foi chamada de eucromatina. Quando estruturas 
heterocromáticas individuais se reúnem entre si, formando aglomerados, foram denominados 
cromocentros.  
A heterocromatina pode ainda ser classificada como constitutiva ou facultativa (Brown 
1966), refletindo a tentativa conceitual de se separar uma cromatina condensada 
predominantemente não codificadora de uma cromatina condensada inativa (Lyon 1974; 
Mello 1978). A heterocromatina constitutiva ocorreria em porções homólogas de ambos 
cromossomos homólogos enquanto a facultativa ocorreria em apenas um dos cromossomos do 
par e sua inatividade poderia ser revertida em algum momento do desenvolvimento (Brown 
1966). No caso do cromossomo Y com heterocromatização permanente e estado 
hemizigótico, sua heterocromatina é considerada constitutiva por parte de alguns dos autores, 
mas semifacultativa por outros, por conter genes funcionais e apresentar pareamento com o 
cromossomo X durante a meiose (Mello 1978). 
 Modernamente, outras propriedades ou características foram adicionadas aos 
primeiros conceitos de definição de heterocromatina, tais como replicação do DNA mais lenta 
do que na eucromatina ou em dessincronia com esta (Mello 1971) e, no caso da 
heterocromatina constitutiva, presença de sequências de DNA repetitivo e riqueza em 
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transposons (Alberts et al. 2015). Já a heterocromatina facultativa não diferiria da 
eucromatina em termos de tipos de DNA presentes (Alberts et al. 2015). 
 Além disso, há proteínas não-histônicas que participam da integridade da 
heterocromatina constitutiva. Entre elas fazem parte as proteínas da família HP1 (James & 
Elgin 1986; Singh et al. 1991). 
d. Distribuição espacial da cromatina 
Os cromossomos não se distribuem de forma aleatória nos núcleos de células 
eucarióticas (Ellison & Howard 1981; Bennett 1983- apud Hochstrasser et al. 1986; 
Cryderman et al. 1999; Cremer et al. 2000, 2001; Olszewska et al. 2008; Jost et al. 2015). 
Esta observação se aplica mesmo a cromatina em seu estado descondensado, adquirindo 
disposição organizada e obedecendo posições nucleares especificas em territórios 
cromossômicos (TCs) próprios (Cremer & Cremer 2001, 2010). Embora o núcleo não seja 
subdividido em compartimentos ligados ao seu envoltório, a maquinaria reguladora da 
transcrição, replicação e reparo se acha organizada em domínios subnucleares, com funções 
específicas (Fritz 2017). Além dos TCs, os núcleos também apresentam espaços livres de 
cromatina, delimitados por domínios-cromatínicos de superfície, chamados de 
compartimentos intercromatina (CI). Há um modelo teórico que explica a associação entre os 
subcompartimentos TC – CI, no qual os CIs representam uma rede tridimensional lacunada, 
expandindo-se a partir dos complexos de poro entre os TC. É admitido que esta região seja 
benéfica para a ocorrência dos fenômenos de transcrição, reparo e splicing (Cremer et al. 
2004; Finlan et al. 2008). Tal compartimentalização suporta uma relação direta entre a 
estrutura e a função nuclear, sendo regulada dinamicamente de forma fisiologicamente 
responsiva (Fritz 2017). 
Relatos recentes vêm demonstrando que o posicionamento espacial da 
heterocromatina também seria regulado, de forma que a mesma se posicionaria mais próxima 
à periferia nuclear enquanto a eucromatina se posicionaria mais próxima à região central do 
núcleo. Em vários tipos celulares essa organização é relacionada com a densidade gênica, com 
cromossomos e regiões cromossômicas ricas em genes tendo um posicionamento preferencial 
no interior nuclear. Há também a constatação de que cromossomos contendo rDNA tendem a 
se agrupar próximos ao nucléolo (Bickmore 2013). Devido a tal distribuição espacial, foi 
proposto que esse posicionamento estaria relacionado a um silenciamento gênico com 
predominância próxima à periferia nuclear, enquanto genes mais ativos estariam no interior 
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nuclear, embora isso nem sempre tenha se confirmado de modo experimental ou 
simplesmente descritivo (Finlan et al. 2008; Deniaud & Bickmore 2009; Dieudonné et al. 
2009; Solovei et al. 2009; Bickmore 2013; Meister & Taddei 2013). Por outro lado, 
cromossomos com pouca densidade genica estariam preferencialmente orientados em direção 
à periferia nuclear (Küpper et al. 2007; Boyle et al. 2011; Bickmore 2013). Em vários tipos 
celulares encontrados em humanos, a heterocromatina pericêntrica se encontra geralmente na 
periferia nuclear ou em volta do nucléolo. A tendência de cromossomos e domínios 
cromatínicos pouco densos em genes estarem localizados na periferia nuclear é consistente 
com a ideia de que a zona periférica nuclear está associada com baixos níveis de regulação 
gênica (Weierich et al. 2003; Gilchrist et al. 2004; Deniaud & Bickmore 2009) (Figura 1). 
Porém, estudos recentes têm demonstrado, que possivelmente a periferia nuclear não seja 
apenas refratária a genes, mas também participaria da modulação da atividade de certos genes, 
de forma que a natureza repressiva da periferia nuclear poderia, por exemplo, ocorrer devido à 
presença de histonas modificadas (ex: H3K9me2 e H3K9me3) ancoradas no NE, conduzindo 
a uma concentração de fatores de silenciamento (Ruault et al. 2008; Towbin et al. 2009; 
Meister & Tadei 2013; Towbin et al. 2013). 
  
Figura 1. Organização radial da dispersão cromossômica em núcleos humanos (Adaptado de Bickmore 2013). 
Assim, a localização de uma forma de heterocromatina (facultativa), adjacente à 
lâmina nuclear (Ruault et al. 2008) estaria ligada a mecanismos de posicionamento de 
ancoragem perinuclear de histonas modificadas que atuariam na propagação epigenética dessa 
cromatina em sua repressão transcricional (Towbin et al. 2013). 
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Com respeito ao arranjo espacial de cromocentros, cuja heterocromatina é sem dúvida 
classificada como constitutiva e que, no interior dos núcleos, compartimentaliza seus 
componentes do resto do genoma, há também informações para alguns organismos, indicando 
ser sua topologia não casual. 
Em núcleos de glândulas salivares de Drosophila melanogaster ocorre um 
cromocentro, com sequências de DNA repetitivo, que sempre se localiza na periferia nuclear, 
aderido ao envoltório nuclear (Hochstrasser et al. 1986; Cryderman et al. 1999). De fato, em 
embriões jovens de Drosophila virilis já havia sido relatado o posicionamento de um 
cromocentro junto à periferia nuclear (Ellison & Howard 1981). Contudo, em relação ao 
organismo propriamente dito, o cromocentro descrito em embiões de D. virilis estaria voltado 
para seu exterior (Ellison & Howard 1981), enquanto nas glândulas salivares o cromocentro 
de D. melanogaster exibiria diferentes posições em relação ao lúmen do órgão (Hochstrasser 
et al. 1986). Em algumas células de glândulas salivares de D. melanogaster foi também 
observado que o seu cromocentro se repartia em dois, localizando-se em lados opostos do 
núcleo, embora mantendo sua posição relativa ao envoltório nuclear (Hochstrasser et al. 
1986). Foi sugerido que o cromocentro de Drosophila participaria do controle da 
disponibilidade de elementos repressores da atividade gênica de caráter geral, como proteínas 
da família HP1 (Cryderman et al. 1999). 
Em núcleos interfásicos da planta Arabidopsis thaliana, a localização de seus 6 a 10 
cromocentros, ricos em DNA metilado, é também reportada como estando próxima à periferia 
nuclear (Fransz et al. 2002; Fang & Spector 2005; Berr & Schubert 2007; de Nooijer et al. 
2009). 
Já em espermatozoides humanos vem sendo relatada a posição não casual de regiões 
cromossômicas centroméricas e teloméricas constituindo cromocentros no centro do núcleo. 
Nesses cromocentros, os centrômeros estariam voltados para o centro, enquanto os telômeros 
se posicionariam na sua periferia (Zalenskaya & Zalensky 2004; Olszewska et al. 2008; 
Ioannou & Griffin 2011; Alladin et al. 2013). Alterações nesse padrão topológico estariam 
associadas com imobilidade dos espermatozoides, podendo ser, portanto, um fator relacionado 
à infertilidade masculina (Ioannou & Griffin 2011; Alladin et al. 2013). 
Em camundongos, os cromocentros não se encontram na periferia nuclear, mas sim 
distribuídos no interior dos núcleos. Estudos referentes ao sistema de diferenciação miogênica 
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em camundongos revelam que, com a diferenciação, o número médio de cromocentros por 
núcleo diminui, enquanto seu tamanho aumenta (Jost et al. 2015) 
Nos insetos Triatoma infestans e Panstrongylus megistus há em seus núcleos 
cromocentros muito evidentes (Mello 1971; Mello et al. 1986). Dados preliminares referentes 
a apenas uma fase de desenvolvimento dessas espécies sugerem que os seus cromocentros 
possam ter uma localização variável no interior de núcleos de células somáticas (Mello 2013). 
Porém está observação necessita de melhor comprovação e aprofundamento. 
e. Triatoma infestans e Panstrongylus megistus 
Triatoma infestans (Klug) e Panstrongylus megistus (Burmeister) (Figura  2) são 
espécies de insetos hematófagos pertencentes à ordem Hemiptera, família Reduviidae e 
subfamília Triatominae, agrupadas com outras 151 espécies, onde todas são potenciais vetores 
do Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, principal tripanossomíase na 
América Latina com 8-10 milhões de pessoas infectadas e 120 milhões sob risco de infecção 
(Galvão et al. 2003; Balouz et al. 2017; Rosa et al. 2017).  
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Figura 2. Imagens de duas espécies de triatomíneos utilizadas no estudo e sua dispersão atual pelos estados 
brasileiros. (Imagens adaptadas do Jurberg et al. 2014). * T. infestans é uma espécie doméstica, não-endêmica no 
Brasil. Após a realização do controle de vetores com inseticidas (1991), essa espécie se encontra restrita a focos 
residuais em apenas dois estados (dispersão atual) (Gurgel-Gonçalves et al. 2012). 
Estas duas espécies têm merecido diversos estudos não apenas por causa de seu 
potencial como vetor de doença, mas também por causa de suas características biológicas 
especiais. Ambas possuem cromossomos holocinéticos, processo meiótico não usual, podem 
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atingir altos graus de poliploidia somática e exibem cromocentros conspícuos cujo DNA é 
rico em bases AT (Schreiber & Pellegrino 1950; Barth 1956; Mello 1971, 1975; Mello et al. 
1986; Pérez et al. 2000; Alvarenga et al. 2011, 2012). 
No caso de T. infestans, cujas células diploides contêm 10 pares de autossomos e 
cromossomos XY em machos e XX em fêmeas (Ueshima 1966), as células epiteliais de 
túbulos de Malpighi exibem núcleos com um grande cromocentro, de forma arredondada; a 
partir do 3º estadio ninfal ocorre subdivisão deste cromocentro em vários, com diferentes 
formatos, em parte da população nuclear (Mello 1971). Como nesses insetos ocorre fusão 
celular e nuclear sob condições de estresse (Andrade & Mello 1987; Mello 1989), são 
encontrados núcleos gigantes com diversos cromocentros. Este fenótipo nuclear pode 
representar a somatória dos fenótipos dos núcleos que se fundiram ou mesmo subdivisão de 
alguns cromocentros. Nesta espécie os cromocentros são constituídos por pares de 
autossomos A, B e C e cromossomos sexuais (Schreiber et al. 1972; Solari 1979). Há também 
relato de que um par autossômico adicional possa participar da estrutura (Morielle–Souza & 
Azeredo-Oliveira 2007). 
No caso de P. megistus, cujas células diploides contêm 9 pares de autossomos e 
cromossomos X1 X2 Y em machos e X1 X1 X2 X2 em fêmeas (Ueshima 1966), nota-se um 
pequeno cromocentro esférico presente apenas em machos, sendo assim considerado 
contribuição do cromossomo Y (Mello et al. 1986). 
Em volta dos cromocentros de ambas as espécies se forma o nucléolo (Mello 1987; 
Mello et al. 1990). Há algumas imagens sugestivas de que essa organela nuclear, ao menos 
em P. megistus, possa se desenvolver com certa polaridade em relação ao cromocentro e ao 
centro do núcleo (Figura 3.) 
 
Figura 3. Núcleos de células epiteliais de túbulos de Malpighi de P. megistus. A localização do nucléolo 
(imagem negativa – seta) é sugestiva de que em algumas células haja desenvolvimento da organela com 
polaridade em relação ao cromocentro. A. DAPI.; B. Reação de Feulgen (Imagens cedidas por Mello MLS). 
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 Em relação à distribuição dos cromocentros de T. infestans e P. megistus no interior 
dos núcleos, se preferencial ou variável, não se tem ainda um conhecimento consolidado, 
diferindo do relatado acima para outras espécies. Desconhece-se também o destino da posição 
dos cromocentros em fases diferentes do desenvolvimento do inseto. Além disso, não se 
comprovou ainda se algum gene no DNA posicionado em sua superfície ou em contato com 
ela ocuparia posição preferencial, voltada ou não ao centro nuclear.  
 Tal conhecimento seria importante para comparação a outros sistemas com significado 
conhecido, como base para futuros estudos que visem intervir em marcas epigenéticas dos 
corpos heterocromáticos, e para entender se mesmo se tratando de parte da cromatina 
admitida como preferencialmente não codificadora, teria um papel topológico com 
participação no funcionamento gênico nuclear.
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II.  OBJETIVOS 
Considerando-se as informações expostas no tópico anterior, os objetivos do presente 
trabalho foram: 
a. Estabelecer se, em núcleos de T. infestans e P. megistus que apresentam corpos de 
heterocromatina constituindo cromocentros, a distribuição espacial desses corpos 
guarda padrão topológico de proximidade à periferia nuclear e se este se modifica com 
o desenvolvimento; 
b. Determinar se a superfície dos cromocentros mais voltada ao interior nuclear estaria 
associada ao posicionamento de algum gene conhecido, como o que contém a 
sequência de rDNA 18S. 
Para tal, serão utilizadas observações à microscopia confocal por laser de preparados 
submetidos à reação de Feulgen fluorescente e ensaio de FISH para rDNA 18S.
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III.  MATERIAL E MÉTODOS 
 
a. Distribuição espacial de cromocentros 
a1. Insetos 
Túbulos de Malpighi foram extraídos de ninfas de 3º.  e 5º. estadios ninfais e de 
adultos machos de Triatoma infestans (Klug) e de Panstrongylus megistus (Burmeister) 
(Hemiptera, Reduviidae) criados em insetário e alimentados quinzenalmente por 15 min com 
sangue de galinha, os quais foram fornecidos pela Superintendência de Controle de Endemias 
(SUCEN) de Mogi-Guaçu (SP). As galinhas fonte do repasto sanguíneo foram anestesiadas 
com uma mistura de 0,3 mL de quetamina e 0,01 mL de xilasina por kg/peso, conforme 
procedimentos registrados pela SUCEN na COBEA. Os procedimentos de 
manutenção/alimentação dos insetos e o presente projeto de pesquisa foram aprovados pela 
Comissão Científica da SUCEN (Secretaria Estadual de Saúde) segundo protocolo 
64405/2015. As linhagens de T. infestans são oriundas do norte do estado de Minas Gerais 
(Vale do Jequitinhonha) no Brasil (aproximadamente entre as latitudes 16ºS e 18ºS e 
longitudes 41ºW e 43ºW) e as linhagens de P. megistus se originaram de populações das 
encostas da Serra da Mantiqueira, na região leste do estado de São Paulo (Caconde, 
Divinolândia, São Sebastião da Grama, São João da Boa Vista) no Brasil (aproximadamente 
entre as latitudes 21º 31’S e 21º 58’ S e longitude 46º 40’W). 
a2. Fixação e citoquímica para estudos com microscopia confocal 
 As montagens totais de túbulos de Malpighi foram fixadas em etanol absoluto – ácido 
acético glacial 3:1 (v/v) por 1 min, lavadas em etanol 70% e submetidas à reação de Feulgen 
fluorescente (Mello & Vidal 2017), com hidrólise ácida por 65 min em HCl 4 M a 25°C 
(Mello 2001). O reativo de Schiff destinado a exame com microscopia confocal foi diluído em 
água sulfurosa (1:9, v/v) e o material corado lavado em três banhos de água sulfurosa (5 min 
cada) e um banho de água destilada, secado ao ar, clarificado em xilol por 10 min e montado 
em Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, USA).  
a3. Microscopia Confocal para preparados submetidos à reação de Feulgen 
fluorescente 
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 As imagens fluorescentes foram examinadas em microscópio a laser confocal Leica 
TCS SP5 II (Wetzlar, Germany) equipado com lasers de argônio, hélio-neônio 543 nm e 
hélio-neônio 633 nm e objetivas de 63 e de 100x, no Laboratório Central de Tecnologias de 
Alto Desempenho (LaCTAD) da Unicamp. As imagens foram capturadas usando-se o 
software Leica Application Suite AF (Leica Microsystems). A partir dos cortes ópticos foram 
obtidas imagens 3-D com Leica Application Suite X (Leica Microsystems). Cada imagem 
analisada apresenta diferentes secções, variantes conforme o tamanho do núcleo analisado, e 
cada análise apresenta um espaçamento entre cortes ópticos de 0,13 µm, que é compensado 
durante a reconstrução 3-D realizada com o software.  Um total de 26 núcleos de ninfas de 3º 
estadio, 69 núcleos de ninfas de 5º estadio (48 dos quais com um único cromocentro) e 30 
núcleos de espécimes adultos (19 dos quais com um único cromocentro) foi examinado para 
T. infestans. No caso de P. megistus, foi examinado um total de 29 núcleos de ninfas de 3º 
estadio, 26 núcleos de ninfas de 5º estadio e 15 núcleos de adultos (todos com um único 
cromocentro). 
a4. Análise de imagem e estatística  
As medições das distâncias nucleares proximal (menor distância) e distal (maior 
distância) entre os cromocentros e a periferia nuclear, foram realizadas nos eixos X, Y e Z 
com a utilização do software Image Pro-Plus 7, Media Cybernetics, Inc. (Figura 4). 
 
Figura 4. Ilustração tridimensional de uma estrutura similar a núcleo de túbulo de Malpighi de triatomíneos para 
referência, demonstrando nos eixos X, Y e Z as distâncias proximais e distais.  
Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para verificação de significância na 
comparação dos resultados encontrados foram realizados com o software Minitab 18™ (State 
College, PA; USA) 
b. Hibridização in situ fluorescente (FISH) 
b1. Metodologia 
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 A técnica de FISH foi realizada no Instituto de Biologia da Universidade Estadual 
Paulista – UNESP – Campus Rio Claro, com a colaboração do Prof. Dr. Diogo Cavalcanti 
Cabral-de-Mello e da Dra. Vanessa Bellini Bardella. 
 Músculos das pernas de indivíduos adultos de Triatoma infestans e Panstrongylus 
megistus (n=4), fornecidos pela SUCEN conforme descrição em A1, foram utilizados para a 
extração de DNA. Esta foi realizada com o Wizard Genome DNA Purification Kit (Promega, 
Madison, USA) seguindo as instruções do fabricante. A família multigênica (rDNA 18S) foi 
isolada por meio de PCR utilizando-se os primers: Sca18SF (5’ CCC CGT AAT CGG AAT 
GAG TA) e Sca18SR (5’ GAG GTT TCC CGT GTT GAG TC) (Cabral-de-Mello et al. 
2010). A sonda foi marcada com biotina 14-dATP por nick translation (Invitrogen, Carlsbad, 
USA). O material biológico para a técnica de FISH extraído de 5 espécimes de ninfas do 5º 
estadio de T. infestans e P. megistus foi montado por esmagamento celular com a utilização 
de ácido acético (50%). Os preparados foram incubados em 100 µg/mL de RNase por 1 hora a 
37°C, em seguida foram lavados em solução 2xSSC por 10 min e pós-fixados em 
paraformaldeído 4% à temperatura ambiente por 10 min, seguidos por uma nova lavagem em 
tampão 2xSSC por 10 min.  
Os preparados foram submetidos a uma etapa de desidratação alcoólica (70 – 100%) e 
secados ao ar. As lâminas foram tratadas com 30 µL da solução de hibridização contendo 100 
ng da sonda marcada (4 µL de sonda), 15 µL de formamida 100%, 6 µL de Dextran 50% 
(Polietileno glicol), 3 µL de 20xSSC, 1 µL de DNA de bloqueio (Timo de bezerro, 100 ng), 1 
µL de SDS 10%. As soluções foram levadas ao termociclador (MJ Research/Bio-rad 
Laboratories, Hercules, USA) e os ciclos de denaturação/renaturação da solução foram 
realizados a 90 C por 10 min.; 48 C por 10 min.; 38C - 5 min. e 37C em Stand by. Após 
tratamento as lâminas foram levadas a câmara úmida a 37°C durante a noite para a 
hibridização.  
As lavagens pós-hibridização foram realizadas em soluções de 2× SSC, 20% 
formamida em 0.1× SSC, 0.1× SSC and 4× SSC/0.2% Tween 20, todas a 42°C. As sondas 
foram detectadas utilizando-se uma solução composta de 5 µg/mL Avidina-FITC e 5% 
BSA/4x SSC/ 0,2% Tween 20 (1:100, v/v)  por 1 hora em câmara úmida. Logo em seguida, as 
lâminas foram lavadas 2 vezes em solução 4xSSC 0,2% Tween à temperatura ambiente no 
escuro. As lâminas foram montadas com Vectashield contendo DAPI (Vector Laboratories) e 
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observadas em microscópio de fluorescência. Os procedimentos de FISH seguiram protocolo 
estabelecido por Bardella et al (2010). 
b2. Microscopia de Fluorescência 
As fotografias e os sinais das hibridizações foram obtidos utilizando-se um 
microscópio Olympus BX61 equipado com lâmpada fluorescente e filtros adequados, no 
Instituto de Biologia da Universidade Estadual Paulista – UNESP -  Campus Rio Claro. As 
imagens foram fotografadas utilizando-se uma câmera digital DP70. 
b3. Microscopia Confocal 
 As imagens de hibridização in situ fluorescentes foram examinadas em microscópio a 
laser confocal de modo semelhante ao realizado para os preparados submetidos à reação de 
Feulgen fluorescente (A3). Foram examinados 19 núcleos de ninfas de 5º estadio (12 dos 
quais com um único cromocentro) de T. infestans e 18 núcleos de ninfas de 5º estadio de P. 
megistus.
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IV. RESULTADOS 
a. Microscopia Confocal 
 Nos núcleos de células epiteliais dos túbulos de Malpighi de ninfas de 3º e 5º estadios 
e adultos de Triatoma infestans e Panstrongylus megistus, submetidos à reação de Feulgen 
fluorescente e análise ao microscópio confocal, pôde-se identificar os cromocentros com 
fluorescência intensa bem como sua topologia. Exemplos de imagens de fluorescência para 
núcleos de T. infestans e P. megistus são vistos nas figuras 5 a 7 e de galerias de cortes 
ópticos nas figuras 8 a 11. Não são mostradas galerias para imagens de núcleos de adultos por 
sua semelhança com as de núcleos de 5º instar.  
 
Figura 5. Núcleos de ninfas de 5º estadio de T. infestans, submetidos a reação de Feulgen fluorescente e 
observados ao microscópio confocal, ressaltando regiões de maior brilho. (A) múltiplos cromocentros; (B) 
cromocentro único. 
 O cálculo das distâncias dos corpos heterocromáticos em relação à periferia nuclear 
mostrou uma tendência dos mesmos em se aproximar desta, devido à significante diferença 
detectada entre as distâncias proximais e distais em relação ao envoltório nuclear. (Tabelas 1 e 
3). 
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Figura 6. Núcleos de túbulos de Malpighi de T. infestans submetidos à reação de Feulgen fluorescente e 
observados ao microscópio confocal ressaltando regiões de maior brilho nos planos de corte ópticos segundo os 
eixos X, Y (esquerda) e o eixo Z (direita). A) Ninfa de 3º estadio; B) Ninfa de 5º estadio com um único 
cromocentro; C) Ninfa de 5º estadio com múltiplos cromocentros; D) Adulto com um único cromocentro; E) 
Adulto com múltiplos cromocentros.  Barra = 10 µm; Seta = cromocentro 
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Figura 7. Núcleos de túbulos de Malpighi de P. megistus submetidos à reação de Feulgen fluorescente e 
observados ao microscópio confocal ressaltando regiões de maior brilho nos planos de corte ópticos segundo os 
eixos X, Y (esquerda) e o eixo Z (direita). A) Ninfa de 3º estadio; B) Ninfa de 5º estadio; C) Adulto. Barra = 10 
µm; Seta = cromocentro 
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Figura 8 Galeria de sequências de cortes opticos obtidos com microscopia confocal, de núcleo de túbulo de 
Malpighi de ninfa de 3º estadio de T. infestans. Seta: sentido disposto da galeria. 
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Figura 9. Galeria de sequências de cortes opticos obtidos com microscopia confocal, de núcleo de túbulo de 
Malpighi de ninfa de 5º estadio de T. infestans com um único cromocentro. Seta: sentido disposto da galeria. 
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Figura 10. Galeria de sequências de cortes opticos obtidos com microscopia confocal, de núcleo de túbulo de 
Malpighi de ninfa de 5º estadio de T. infestans com múltiplos cromocentros. Seta: sentido disposto da galeria. 
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Figura 11. Galeria de sequências de cortes opticos obtidos com microscopia confocal, de núcleo de túbulo de 
Malpighi de ninfa de 5º estadio de P. megistus. Seta: sentido disposto da galeria 
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b. Análise de imagem e estatística 
As medidas das distâncias apresentaram uma elevada variabilidade, com relação a 
todos os eixos (Tabelas 1 e 2). De modo geral, os núcleos dos túbulos de Malpighi nas 
diferentes fases do desenvolvimento das duas espécies, aqui examinadas, apresentaram-se 
achatados e alongados, dado que os menores diâmetros nucleares foram demonstrados no eixo 
Z (Tabelas 1 e 3). Os diâmetros nos eixos X e Y diferiram entre si em todas as condições 
analisadas (Tabelas 1 e 3). 
Tendo como base os dados apresentados na Tabela 1 e as comparações estatísticas 
correspondentes (Tabela 2 e Figura 12), depreende-se que em T. infestans os diâmetros 
nucleares bem como as distâncias proximal e distal dos cromocentros em relação à periferia 
nuclear nos eixos X e Y, aumentam significativamente com o desenvolvimento ninfal. Na fase 
adulta, porém, essas distâncias permanecem constantes, embora os diâmetros nucleares 
possam apresentar ligeiro decréscimo. No eixo Z, o diâmetro nuclear também aumenta com o 
desenvolvimento ninfal, mas então se mantém constante na fase adulta.  Nesse mesmo eixo, 
as distâncias proximal e distal dos cromocentros em relação à periferia nuclear não se alteram 
quando se comparam núcleos (com um ou com múltiplos cromocentros) de ninfas do 3º e 5º 
instar, mas aumentam na fase adulta apenas em núcleos com um único cromocentro.  
Analisando-se os dados apresentados na Tabela 3 e as respectivas comparações 
estatísticas (Tabela 4 e Figura 13) depreende-se que em P. megistus os diâmetros nucleares 
bem como as distâncias proximal e distal do cromocentro em relação à periferia nuclear nos 
eixos X, Y e Z aumentam significativamente com o desenvolvimento ninfal e então 
permanecem constantes na fase adulta. 
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Tabela 1 Distância proximal e distal dos corpos heterocromáticos em relação à periferia nuclear em espécimes de Triatoma infestans. 
Parâmetros Eixos Ninfas de 3º estádio Ninfas de 5º estadio Adultos 
  Um cromocentro 
n = 26 
Um cromocentro 
n = 48 
Vários cromocentros 
n = 21 
Um cromocentro 
n = 19 
Vários cromocentros 
n = 11 




X 1,26 0,70 52,57 3,25 1,32 40,59 3,07 1,17 38,23 2,96 1,00 33,26 3,19 1,51 47,50 
 Y 1,62 0,73 44,83 5,41 2,07 38,28 5,3 2,00 37,94 5,79 1,64 28,31 5,15 1,66 32,12 
 Z 0,52 0,13 25,65 0,58 0,38 65,90 0,71 0,44 61,40 1,03 0,50 46,88 0,88 0,42 47,60 
                 
DISTÂNCIA 
DISTAL (µm) 
X 2,58 0,99 38,44 5,8 1,92 33,14 6,72 1,92 28,68 5,38 1,46 27,19 5,84 1,50 25,52 
 Y 3,20 0,90 27,57 9,26 2,90 31,26 11,77 2,50 21,29 9,05 2,14 23,70 8,68 3,73 43,00 
 Z 0,83 0,22 26,87 0,93 0,66 71,56 1,31 0,96 70,94 1,75 0,70 40,07 1,76 0,90 50,59 
                 
DIÂMETRO 
NUCLEAR (µm) 
X 7,22 1,35 18,62 15,68 2,86 18,23 14,93 2,40 16,10 12,72 2,21 17,37 13,69 4,80 34,86 
 Y 9,37 1,32 14,06 23,27 3,80 16,34 24,16 3,04 12,60 20,47 3,18 15,53 19,84 5,67 28,60 
 Z 3,12 0,78 24,90 4,53 1,08 23,85 4,80 1,26 26,70 5,06 1,45 28,72 5,26 2,33 44,43 
𝑋 = Média; SD = Desvio Padrão; CV = Coeficiente de Variação 
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Tabela 2. Comparações estatísticas para as distâncias entre o cromocentro e a periferia nuclear nos eixos X, Y e Z em túbulos de Malpighi de 
T. infestans submetidos à reação de Feulgen fluorescente 








3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal 
SC MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adulto  
SC MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.6165 NS 
  MC MW 0.9698 NS 
Eixo X -
distância distal 
3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KS 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal 
SC MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.4867 NS 
  MC MW 0.1904 NS 
Eixo - Y 
distância 
proximal 
3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal 
SC MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adulto  
SC MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.4911 NS 
  MC MW 0.9368 NS 
Eixo - Y 
distância distal 
3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal 
SC MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.9169 NS 
  MC MW 0.0155 S 
Eixo - Z 
distância 
proximal 
3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal 
SC MW 0.5572 NS 
 3º estadio ninfal x 
adulto  
SC MW 0.0000 SS 
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 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.0002 SS 
  MC MW 0.0131 S 
Eixo - Z 
distância distal 
3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal 
SC MW 0.4395 NS 
 3º estadio ninfal x 
adulto  
SC MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.0001 SS 
  MC MW 0.1532 NS 
Eixo Nuclear 
X 
3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal 
SC MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adulto  
SC MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.0001 SS 
  MC MW 0.1218 NS 
Eixo Nuclear 
Y 
3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal  
SC MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adulto  
SC MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.0063 SS 
  MC MW 0.0391 S 
Eixo Nuclear Z 3º x 5º estadio 
ninfal X adulto 
SC KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio 
ninfal 
SC MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adulto  
SC MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adulto 
SC MW 0.3622 NS 
  MC MW 0.9368 NS 
KS: Kruskal-Wallis; MC: Múltiplos cromocentros; MW: Mann-Whitney; NS: Não significativo; S: 
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Figura 12. Comparação nos eixos ópticos X, Y e Z das distâncias dos cromocentros à periferia nuclear em células de túbulos de Malpighi de T. infestans. Linhas verticais nas barras indicam o desvio padrão, linhas horizontais indicam 
os valores das medianas. Diferenças significativas a P 0,05 usando os testes Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis são indicados (* e •). Comparações estatísticas listadas na tabela 2. M = múltiplos cromocentros; S= cromocentro único. 
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Parâmetros Eixos Ninfas de 3º estadio  
n = 29 




  𝑋 SD CV (%) 𝑋 SD CV(%) 𝑋 SD CV(%) 
DISTÂNCIA 
PROXIMAL (µm) 
X 2,43 1,44 59,32 4,11 1,54 37,50 4,42 1,50 34,02 
 Y 3,50 1,83 52,34 8,24 2,54 30,82 8,94 5,64 63,10 
 Z 0,53 0,15 29,85 1,00 0,54 54,11 1,01 0,46 45,97 
           
DISTÂNCIA DISTAL 
(µm) 
X 4,40 1,84 41,77 8,13 3,12 38,39 6,96 1,64 23,64 
 Y 5,63 1,55 27,53 11,82 3,58 30,32 14,59 6,34 43,48 
 Z 0,86 0,26 31,28 1,78 0,63 35,16 1,53 0,73 47,82 
           
DIÂMETRO 
NUCLEAR (µm) 
X 8,68 3,12 35,95 14,41 3,87 26,80 14,21 2,90 20,16 
 Y 11,18 3,04 27,24 23,14 5,68 24,54 25,9 12,23 47,23 
 Z 2,60 0,59 22,80 4,85 1,33 27,59 4,52 2,05 45,23 
CV: Coeficiente de Variação; SD: Desvio Padrão; 𝑋: Média 
Tabela 3. Distância proximal e distal dos corpos heterocromáticos em relação à periferia nuclear em espécimes de Panstrongylus megistus 
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Tabela 4.  Comparações estatísticas para as distâncias entre o cromocentro e a periferia nuclear nos eixos X, Y e Z em túbulos de Malpighi 
de P. megistus submetidos à reação de Feulgen fluorescente 
Parâmetros Comparação de 
estadios 
Teste P Decisão 
Eixo X - distância 
proximal 





 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0003 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0004 SS 
 5º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.8430 NS 
Eixo X - distância 
proximal 





 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0004 SS 
 5º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.2157 NS 
Eixo Y - distância 
proximal 





 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0002 SS 
 5º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.7556 NS 
Eixo Y - distância 
proximal 





 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.3790 NS 
Eixo Z - distância 
proximal 





 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0005 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0002 SS 
 5º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.9892 NS 
Eixo Z - distância 
proximal 





 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0012 SS 
 5º estadio ninfal x MW 0.1848 NS 
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adultos 
Diâmetro nuclear 
- Eixo X 





 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.8817 NS 
Diâmetro nuclear 
- Eixo Y 





 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0000 SS 
 5º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.8603 NS 
Diâmetro nuclear 
- Eixo Z 
3º x 5º estadio ninfal X 
adultos 
KW 0.0000 SS 
 3º x 5º estadio ninfal MW 0.0000 SS 
 3º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.0032 SS 
 5º estadio ninfal x 
adultos 
MW 0.5247 NS 
 KS: Kruskal-Wallis; MC: Múltiplos cromocentros; MW: Mann-Whitney; NS: Não significativo; 
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Figura 13. Comparação nos eixos X, Y e Z das distâncias dos cromocentros à periferia nuclear em células de túbulos de Malpighi de P. megistus. Linhas verticais nas barras indicam o desvio padrão, linhas horizontais indicam os 
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c. Hibridização in situ fluorescente (FISH) 
Para a revelação dos sinais referentes ao rDNA 18S, foi utilizada a técnica de FISH 
evidenciando os sinais da fluorescência na cor verde (FITC). O mesmo preparado ao ser 
contracorado com DAPI e examinado com microscopia de fluorescência, permitiu observar os 
locais nucleares onde as marcações da sonda se apresentam (Fig. 14). 
Com a utilização da microscopia confocal, foi possível observar a topologia dos sinais 
da sonda (Fig. 15 e Vídeos 1 - 6). 
 
Figura 14. Imagens obtidas a partir da técnica de FISH em T. infestans e P. megistus demonstrando os sinais de 
rDNA 18S. A) Núcleo de ninfa de 5º estadio de Triatoma infestans; B) Núcleo de ninfa de 5º estadio de 
Panstrongylus megistus. 
 Nos núcleos de ninfas de 5º estadio de T. infestans os sinais para rDNA 18S foram mais 
intensos na região periférica dos cromocentros, embora em outras regiões nucleares possam também 
apresentar uma resposta positiva mais fraca em corpúsculos assumidos como heterocromáticos que 
aparentam serem derivados do corpo do cromocentro (Figuras 14-A e 15 e Vídeo 1). Foram 
observados sinais nas áreas do cromocentro voltadas tanto ao centro quanto a periferia dos núcleos 
(Figura 14 e Vídeos 2 – 3) 
 Nos núcleos de ninfas de 5º estadio de P. megistus os sinais para rDNA 18S foram 
puntiformes, de distribuição não contínua, com ocorrência predominante na periferia do cromocentro, 
43 
 
RESULTADOS          
embora alguns poucos pontos sejam evidentes também no seu interior e na eucromatina (Vídeos 4 – 
6). Este mesmo padrão de resposta foi apresentado por núcleos diploides de outro tipo celular (Figura 
14-B). 
 Vídeos 1 - 3. Triatoma infestans – Reconstrução tridimensional de núcleos de células 
somáticas poliploides de túbulos de Malpighi de ninfas de 5º estadio de T. infestans submetidos à 
técnica de FISH para a marcação de rDNA 18S (verde) e contracorados com DAPI (azul), 
demonstrando a posição das marcações especialmente em relação ao cromocentro. 
Vídeos 4 - 6. Panstrongylus megistus - Reconstrução tridimensional de núcleos de células 
somáticas poliploides de túbulos de Malpighi de ninfas de 5º estadio de P. megistus submetidos à 
técnica de FISH para a marcação de rDNA 18S (verde) e contracorados com DAPI (azul), 
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Figura 15. Galeria de sequências de cortes ópticos obtidos com microscopia confocal, de núcleo de túbulo de 
Malpighi de ninfa de 5º estadio de T. infestans evidenciando os sinais de rDNA 18S (verde) observados na 
periferia do cromocentro.  
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V. DISCUSSÃO 
 A reação de Feulgen fluorescente, por se prestar à localização e à quantificação de 
DNA (Mello & Vidal 2017), permitiu que se identificasse com clareza a distribuição da 
cromatina global no interior dos núcleos das células epiteliais dos túbulos de Malpighi de T. 
infestans e P. megistus, bem como o posicionamento dos corpos heterocromáticos 
(cromocentros) nesses núcleos, ao serem eles analisados com microscopia confocal. 
 Os resultados morfométricos obtidos demonstraram uma tendência dos cromocentros 
de ambas as espécies em se posicionarem com relativa proximidade à periferia nuclear. Isto 
porque durante o desenvolvimento ninfal do 3º ao 5º estadios e na fase adulta, as distâncias 
proximal e distal dos cromocentros em relação à periferia nuclear, especialmente nos eixos 
ópticos X e Y, diferiram entre si. 
 Esses resultados estão de acordo com relatos para alguns outros organismos nos quais 
a topologia da heterocromatina constitutiva que compõe os cromocentros não se revela casual, 
embora nesses casos, como em glândulas salivares de Drosophila melanogaster e D. virilis e 
em plantas, os cromocentros possam aparecer adjacentes ou muito mais próximos ao 
envoltório nuclear do que aqui revelado (Ellison & Howard 1981; Hochstrasser et al. 1986; 
Cryderman et al. 1999; Fransz et al. 2002; Fang & Spector 2005; Berr & Schubert 2007; de 
Nooijer et al. 2009). 
 O fato das distâncias proximal e distal dos cromocentros em relação à periferia 
nuclear, não apenas nos eixos X e Y, mas também no menor eixo (Z), aumentarem com o 
desenvolvimento ninfal, mas permaneceram constantes na fase adulta, acha-se de acordo com 
relato da crescente poliploidia demonstrada para as células dos túbulos de Malpighi ao longo 
do desenvolvimento ninfal e parada da duplicação do conteúdo de DNA nos indivíduos 
adultos (Mello 1971, 1975). Nos casos em que os valores dessas distâncias continuaram a 
aumentar ou decresceram em indivíduos adultos, outros fatores, além do conteúdo de DNA na 
eucromatina podem ter ocorrido, como presença variável de proteínas não-histônicas e/ou 
rRNA transcrito por requerimento funcional. Níveis variáveis de hidratação podem também 
contribuir para com o volume nuclear (Mello 1972). 
 É digna de menção a alta variabilidade nos valores das distâncias proximal e distal 
exibidas entre os cromocentros e periferia dos núcleos em cada fase de desenvolvimento 
estudada. Este achado é sugestivo de que o posicionamento dos cromocentros no interior dos 
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núcleos não seja estático mas sim dinâmico, sofrendo deslocamentos em relação ao envoltório 
nuclear. Isto pode acontecer por pressão física da massa de eucromatina, pela presença de 
diferentes conteúdos de HP1-α ou por uma massa nucleolar variável em associação aos corpos 
heterocromáticos (Mello 1987; Mello et al. 1990; Alvarenga et al. 2016) 
 Embora nos núcleos de células dos túbulos de Malpighi de T. infestans os 
cromocentros não contenham as modificações de histonas H3K9, H4K8 e K4K16 acetiladas 
nem H3K9 e H4K20 mono- e dimetiladas, essas marcas são reveladas na eucromatina 
(Alvarenga et al. 2016). Em particular, nos núcleos com um único cromocentro, as marcas 
epigenéticas H3K9ac, H4K8ac e H3K9me são muito mais concentradas ao redor do corpo 
heterocromático do que em outras regiões cromatínicas (Alvarenga et al. 2016). Isto leva à 
hipótese de que, ou na própria região periférica do cromocentro ou na eucromatina em íntimo 
contato com a heterocromatina constitutiva do cromocentro, possa ocorrer intensa atividade 
transcricional, pois enriquecimento nessas marcas costuma acontecer em regiões promotoras 
de genes ativos, conforme descrito por diversos autores (Sterner & Berger 2000; Talasz et al. 
2005; Wu et al. 2005; Bártova et al. 2008). No caso de T. infestans, essas marcas poderiam 
estar relacionadas à transcrição de rDNA, uma hipótese sugerida por Alvarenga et al. (2016). 
 De fato, no presente trabalho foi constatada por FISH, a localização de sinais para 
rDNA 18S na região de íntimo contato cromocentro-eucromatina em T. infestans, usando-se 
microscopia de epifluorescência. Os sinais de FISH para rDNA 18S, quando então analisados 
em núcleos de T. infestans com um único cromocentro, por microscopia confocal, mostraram 
ocupar a região periférica desse corpo. Também em núcleos com vários cromocentros, nos 
quais se detectou o “brotamento” (ou ruptura) de cromocentros menores, a partir de um 
grande cromocentro, os sinais para rDNA 18S foram vistos acompanharem a superfície de 
todos eles.  
 A linhagem de T. infestans que atualmente ocorre no Brasil, é admitida como sendo a 
Andina (Pita et al. 2017). Nesta linhagem, regiões da cromatina contendo rDNA 45S são 
admitidas por Panzera et al. (2012) como presentes apenas num dos grandes pares 
autossômicos, enquanto na linhagem não-Andina estariam presentes nos cromossomos 
sexuais X. O(s) cromocentro(s) de T. infestans é (são) composto(s) pelos grandes pares de 
cromossomos autossômicos A, B e C e pelos cromossomos sexuais X e Y (Schreiber et al. 
1972; Solari 1979). Assim, seja qual for a origem evolutiva dos espécimes de T. infestans 
analisados neste trabalho, pode-se admitir que a região organizadora do nucléolo (NOR), 
composta pelo rDNA 45S e que contém o rDNA 18S, integre o(s) próprio(s) cromocentro(s) 
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desta espécie. No entanto, para que esta hipótese seja comprovada em definitivo, seria 
adequada a análise genômica do(s) cromocentro(s) de T. infestans, isolado(s) por 
microdissecção.  
 Também nos núcleos de P. megistus o cromocentro não contém H3K9, H4K8 e 
H4K16 acetiladas nem H3K9 mono- ou dimetilada (Alvarenga 2011). Neste caso, apenas a 
marca epigenética H3K9 monometilada se apresenta em maior concentração ao redor do 
cromocentro, vista com microscopia de epifluorescência. À semelhança do que já se discutiu 
para T. infestans, pode-se relacionar o achado dessa marca em P. megistus como uma 
atividade de transcrição de rDNA 18S, pois resultados do presente estudo revelaram por 
microscopia confocal aplicada ao ensaio FISH, usando-se sonda espécie-específica, a 
localização de sinais fluorescentes para rDNA 18S na periferia do cromocentro. Nesta 
espécie, alguns sinais para rDNA 18S foram também revelados em pontos internos do 
cromocentro e em poucos pontos na eucromatina. Os sinais de FISH em P. megistus foram 
também vistos nas células de menor ploidia (possivelmente células sanguíneas diploides), 
ocasionalmente presentes nos preparados analisados, demonstrando uma identificação 
independente de grau de ploidia e tipo celular nesta espécie. 
 Em P. megistus o cromocentro é um corpo cromatínico detectável apenas nos 
espécimes machos, admitindo-se, portanto, que sua heterocromatina seja constituida pelo 
cromossomo Y (Mello et al 1986; Crossa et al. 2002). Em se tratando de túbulos de Malpighi 
de ninfas de 3º e de 5º instars e adultos, nos quais o fenômeno de poliploidia acontece com 
aumento volumétrico do cromocentro, devem ocorrer múltiplas cópias do cromossomo Y 
(Mello 1975; Mello et al. 1986). Assim, admitindo-se que sejam cromossomos Y a comporem 
o cromocentro, nestes estaria presente o rDNA 18S. Essa suposição estaria em parte de acordo 
com relato de Morielle-Souza & Azeredo-Oliveira (2007) de presença de sítio para rDNA 45S 
em um dos cromossomos sexuais além de um par autossômico, porém não com relato de 
Panzera et al. (2012) do sítio para rDNA 45S se localizar apenas no maior par autossômico 
eucromático. Estes autores, no entanto, não utilizaram FISH com sonda espécie-específica. 
 Os dados do presente trabalho indicam, portanto, que os cromocentros ocupam um 
posicionamento não casual nos núcleos das células estudadas e que neles os sítios de rDNA 
18S podem se distribuir na sua periferia (como em T. infestans) ou como parte de seu corpo 
(como em indivíduos machos de P. megistus). A despeito da relativa proximidade dos 
cromocentros à periferia nuclear, a região dos cromocentros voltada ao envoltório nuclear 
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pode revelar sítios de rDNA 18S tanto quanto a região voltada ao centro nuclear. Não se 
observa, portanto, uma totalidade de distribuição desses sítios voltada a uma região nuclear 
específica e presente em todos os núcleos examinados. Não se associam, assim, os presentes 
achados àqueles assumidos para alguns outros organismos de alta densidade gênica presente 
no interior nuclear e DNA silente na periferia nuclear (Weierich et al. 2003; Gilchrist et al. 
2004; Deniaud & Bickmore 2009). 
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VI. CONCLUSÕES 
 Nos núcleos de células epiteliais de túbulos de Malpighi de ninfas de 3º e 5º instars e 
de adultos de T. infestans e P. megistus, estudados com microscopia confocal em 
preparados submetidos à reação de Feulgen fluorescente, os cromocentros 
demonstram tendência de se posicionarem próximo à periferia nuclear, embora não 
adjacentes a esta. 
 As distâncias proximal e distal entre os cromocentros e a periferia nuclear aumentam 
com o desenvolvimento ninfal e em geral passam a se tornar constantes na fase adulta, 
provavelmente por compressão pela massa de eucromatina que aumenta em função do 
crescente aumento na poliploidia que ocorre em ninfas, mas que cessa em adultos, ou 
pela massa nucleolar variável. 
 A alta variabilidade nos valores das distâncias proximal e distal entre os cromocentros 
e a periferia nuclear em todas as condições experimentais analisadas sugere um caráter 
dinâmico na distribuição topológica desses corpos cromatínicos, com movimentação 
de tais territórios em relação à periferia dos núcleos.  
 A proximidade dos cromocentros à periferia nuclear não significa que a esse 
posicionamento corresponda obrigatoriamente silenciamento gênico, uma vez que 
sítios de rDNA 18S, revelados por microscopia confocal a partir de ensaios FISH, com 
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